

































APS ammonium peroxodisulfate 
bp base pair 
BPB  Bromophenol blue 
CBB  coomassie brilliant blue 
CD Czapek-Dox 
cDNA complementary DNA 
CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl) dimethyl ammonio] propane sulfonate 
CSPD Disodium 3- (4-methoxyspiro {1,2-dioxetane-3,2′- (5′-chloro) tricyclo  
 [3.3.1.13,7]decan}-4-yl) phenyl phosphate 
Da dalton 
DDW double distilled water 
DMPC  dimethyl pyrocarbonate 
DMSO  dimethyl sulfoxide 
DNA  deoxyribonucleic acid 
DNase deoxyribonuclease 
dNTP deoxyribonucleotide triphosphate 
DTT dithiothreitol 
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 
EtBr ethidium bromide 
IgG immunoglobulin G 
LB Luria Bertani 
MOPS 3-morpholinopropanesulfonic acid 
mRNA messenger RNA 
OD optical density 
  
PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 
PBS phosphate-buffered saline 
PCR polymerase chain reaction 
PEG polyethylene glycol 
PVDF polyvinylidene difluoride 
qRT-PCR   quantitative Reverse Transcriptase-PCR 
RNA ribonucleic acid 
RNase A ribonuclease A 
rpm revolutions per minute 
SDS sodium dodecylsulfate 




Tween 20 polyoxyethylene sorbitan monolaurate 
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第 1節 序論 
 
0-1-1 麹菌によるタンパク質生産の現状 
 糸状菌 (カビ) の一種である麹菌 Aspergillus oryzaeは古くから清酒、味噌、醤油、酢
といった我が国の伝統的醸造産業で用いられ、日本の豊かな食文化の形成に貢献してきた 
(Machida et al., 2005)。その長年の食経験から、米国食品医薬品局 (FDA) が定める食品
添加物のステータスの Generally regarded as safe (GRAS) として安全性が認められてい
る (Taylor and Richardson et al., 1979)。また、2005年 12月には全ゲノム配列の解読が
完了しており (Machida et al., 2005)、遺伝子工学的手法を駆使することにより更なる産
業利用への可能性が期待されている。このように貴重な微生物資源である麹菌は、2006
年 10 月の日本醸造学会において我が国の「国菌」に認定された。具体的には、我が国で
酒造および食品等に汎用される (1) 和名を黄麹菌と称する Aspergillus oryzae、 (2) 黄麹
菌 (オリゼー群) に分類される Aspergillus sojaeと黄麹菌の白色変異株、 (3) 黒麹菌 (ア
ワモリ群) に分類される Aspergillus luchuensis、および白麹菌 Aspergillus luchuensis 
mut. kawachii  (Aspergillus kawachii) のことを指す (Sugimoto et al., 2011)。 



















た実用株でも応用に向けた研究が行われている。A. luchuensis による牛キモシン生産 
(Dunn-Coleman et al., 1991) やリゾチーム生産 (Jeenes et al., 1991) などすでに実用例
もあるが、麹菌由来のタンパク質分泌能はほとんどが g/l オーダーである一方、組換えタ




産抑制による分解抑制 (Conesa et al., 2001) や、生産性の高い麹菌由来のタンパク質との










ってきた。近年、麹菌が大量に生産する α-アミラーゼをコードする遺伝子 amyA、amyB お
よび amyC の発現を RNA interference により抑制し α-アミラーゼ生産を抑え (Yamada 
et al., 2007)、この株を宿主として異種タンパク質であるキモシンを高生産させる試みなど



























α-アミラーゼ遺伝子 (amyB) がクローニングされ (Tada et al., 1989)、続いてグルコアミ
ラーゼ遺伝子 (glaA) も秦らによりクローニングされた (Hata et al., 1991) 。さらに、第
3 のアミラーゼ系酵素として α-グルコシダーゼ遺伝子 (agdA) もクローニングされた 
(Minetoki et al., 1995)。これらの遺伝子について詳細な解析が行われた結果、これらのア
ミラーゼ系酵素は、デンプンやマルトース等のマルトオリゴ糖が存在することにより誘導
され、グルコース存在下では抑制されることが明らかになった。また、これらの遺伝子の
プロモーター領域の比較解析により、3 つの遺伝子のプロモーター領域にそれぞれ 3 カ所
の保存性の高い配列が見出され、Region I , II, IIIと命名された (Minetoki et al., 1996)。
中でも Region IIIは最も重要なシスエレメントであることが明らかとなり、この領域のタ








様々な変異株が得られてきた。飯塚らは黒麹菌 A. luchuensisに紫外線と γ線を照射する
ことでアミラーゼ活性が高い菌株の育種に成功しており、井口らは A. sojaeに X線または
紫外線を照射することで親株の 2～4 倍も強力なプロテアーゼ活性を有する変異株を分離
している  (Sekine et al ., 1969)。反対に、醤油醸造用麹菌として、変異誘発薬剤












ーター (Minetoki et al., 1998、Tamalampudi et al., 2007) が、麹菌を宿主とした異種タ










広域型転写因子には、カーボンカタボライトリプレッション (CCR) に関与する CreA 
(Dowzer and Kelly 1989, 1991 ; Kato et al., 1996) や分生子のストレス耐性に関与する
AtfB (Sakamoto et al., 2008)、窒素源資化に関与する AreA (Kudla et al., 1990) などが知
られている。近年、CreAおよび CreAと複合体を形成する因子 CreBの二重破壊株では、








麹菌において、pHシグナル調節に関与する PacC (Tiburn et al., 1995)、タンパク質分
解酵素を制御する PrtR (松浦修士論文 2007)、キシラン・セルロース分解酵素を制御する
XlnR (Noguchi et al., 2009)、マンナン・セルロース分解酵素を制御するManR (Ogawa et 
al., 2012)、アゾール系薬剤排出トランスポーターを制御する AtrR (三浦修士論文 2007; 
Hagiwara et al., 2017) といった数々の経路特異的転写因子が同定されている。さらに、
アミラーゼ系酵素遺伝子発現を誘導する転写因子として AmyR がクローニングされ、ア
ミラーゼ系酵素遺伝子プロモーターの Region Ⅲ領域に AmyR の結合シスエレメントが
見出された (Gomi et al., 2000)。この他にも、CreAによりアミラーゼ系酵素遺伝子の発
現も抑制されることも明らかとなり(Kato et al., 1996)、真核生物の global regulation に
関わる CCAAT 配列の結合因子 AoCF (A. oryzae CAAT factor) も見出された (Goda et 




関心が持たれ、amyR の詳細な解析が行われてきた。AmyR (AO090003001208) は推定
アミノ酸 604 残基、推定分子量約 66563 であり、転写因子に高い保存性が認められてい
る zinc finger motif (Zn(Ⅱ)2Cys6) を有する転写因子であることが明らかとなり、前述の
通り AmyR 結合シスエレメントが同定された (Gomi et al.,2000)。さらに、麹菌における
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宿主・ベクター系 (Gomi et al., 1987) を利用して AmyR をコードする遺伝子である







定された (Hasegawa et al., 2010)。 
MalR (AO090103000131) は推定アミノ酸 465残基、推定分子量約 53225の zinc finger 








MalR は AmyR に先行して活性化することが予想されている。また、creA 破壊株におい
て、AmyRはマルトースとグルコースによって活性化するのに対し、MalR はマルトース





(Makita et al., 2009 ; Murakoshi et al., 2012)。その中で、麹菌ではMalRによって制御
されている malT が A. nidulans では AmyR が制御しているという報告があり 





































第 2節 実験材料及び実験方法 
 
0-2-1 試薬 




で 2 時間乾熱滅菌したものを用いた。使用する水も Milli-Q 水に 1% (w/v) DMPC 
(dimethyl pyrocarbonate) を加え、37°Cで一晩振盪後、121°Cで 120分間オートクレー
ブ処理し、RNaseを完全に除去したものを用いた。 




 プラスミドを取得するための大腸菌宿主として Escherichia coli DH5α (Promega, 
Madison, WI, USA) を用いた。本博士論文で使用したそれ以外の菌株を以下に示した。 
 
Table 0-1. Aspergillus nidulans strains used in this study. 
Strain Strain origin Genotype Reference 
SA1 biA1 biA1 pyrG89; wA3; argB2; 
pyroA4::pyroA::taaG2; ΔamyR::pyr4 
Makita et al, 2009 
SGZ5 SA1 argB::PalcA-gfp-amyR Makita et al, 2009 










Table 0-2. Aspergillus oryzae strains used in this study. 
Strain Strain origin Genotype Reference 
NS4 RIB40 niaD–;  sC– Yamada et al, 1997 
ΔligD::ptrA   niaD–;  sC–;  ΔligD::ptrA Mizutani et al, 2008 
ΔligD::loxP 
pyrG::niaD 
ΔligD::loxP pyrG− sC−; niaD::pyrG Ichinose et al, 2014 
ΔamyR NS4 niaD−; ΔamyR::sC Hasegawa et al, 2010 
ΔmalR ΔligD::loxP pyrG− niaD−; ΔmalR::pyrG Suzuki et al, 2015 
ΔcreA ΔligD::loxP pyrG− niaD−; ΔcreA::pyrG Ichinose et al, 2014 
GFP-AmyR ΔamyR niaD::PthiA-gfp-amyR Suzuki et al, 2015 
GFP-MalR ΔmalR niaD::PthiA-gfp-malR Suzuki et al, 2015 
GFP-MalRNLS1m ΔmalR niaD::PthiA-gfp-malRNLS1m Konno et al, 2018 
GFP-MalRNLS2m ΔmalR niaD::PthiA-gfp-malRNLS2m Konno et al, 2018 
GFP-MalRNLS1/2m ΔmalR niaD::PthiA-gfp-malRNLS1/2 Konno et al, 2018 
3FLAG-MalR ΔmalR niaD::PthiA-3FLAG-malR Konno et al, 2018 
Hsp70-cMyc ΔligD::ptrA sC::PenoA-hsp70cmyc Konno et al, 2018 
Hsp90-cMyc ΔligD::ptrA sC::PenoA-hsp90cmyc Konno et al, 2018 
3FLAG-MalRNLS1m ΔmalR niaD::PthiA-3FLAG-malRNLS1m Konno et al, 2018 
3FLAG-MalRNLS2m ΔmalR niaD::PthiA-3FLAG-malRNLS2m Konno et al, 2018 
3FLAG-MalRNLS1/2m ΔmalR niaD::PthiA-3FLAG-malRNLS1/2m Konno et al, 2018 













1) CD培地；1% glucose、0.05% KH2PO4、0.1% KCl、0.3% NaNO3、0.05% MgSO4 (使
用菌株に合わせて 0.91% (NH4)2SO4、0.002% L-methionine、4.68% NaClを添加し、
各実験により適宜炭素源を変更した。)  
2) YPD培地；0.5% Bacto yeast extract、1% Bacto pepton、1% glucose 

































 (28 cycle) 
+    －    +    －    +    －  
RIB40              ΔamyR            ΔmalR 
Maltose 
Fig. 0-1. Expression of the genes regulated by AmyR or MalR in WT, 
ΔamyR and ΔmalR mutants.Expression levels of the genes regulated by 
AmyR or MalR were evaluated by semi-quantitative RT-PCR.  
 




























Fig. 0-2. Expression of the genes regulated by AmyR or MalR in WT and 
ΔcreA. Expression levels of the genes regulated by AmyR or MalR were 
evaluated by northern blot analysis. 
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第 1 章 AmyRの細胞内局在と誘導条件の検討 
 







在解析は行われており、A. nidulans においてプロリン資化に関与する PrnA やアルコー
ル代謝に関与する AlcR は誘導基質の有無に関わらず構成的に核局在しているのに対し 
(Pokorska et al., 2000、Nikolaev et al., 2003)、AmyRは誘導基質非存在下では細胞質に
存在しイソマルトースなどの誘導基質依存的に速やかに核移行することが報告されている 
(Murakoshi et al., 2012)。また、A. nidulans のAmyRはイソマルトースやグルコースな
どの誘導基質では 15 分程度で核移行するのに対し、マルトースでは核移行に 60 分程度の
時間を要するため、マルトースよりもイソマルトースやグルコースの方が速やかにAmyR
の活性化を誘導する可能性が示唆されている (Murakoshi et al., 2012)。一方、麹菌にお
いては、本研究室でのこれまでの研究によりAmyRがマルトースとグルコースによって活
性化し (Suzuki et al., 2015) (Fig. 0-2)、マルトースがグルコースに先んじてAmyRの活
性化を誘導すること (鈴木修士論文 2014) (Fig. 1-4) 、また、AmyRは誘導基質非存在下
では細胞質に局在しているが誘導基質であるマルトースおよびグルコース存在下では核局







菌の amyR 破壊株に A. nidulans の AmyR を導入した麹菌組換え株 (Ao-AnAmyR) およ
び A. nidulans の amyR 破壊株に麹菌 AmyR を導入した A. nidulans 組換え株 
15 
 
(An-AoAmyR) を作製し、誘導基質存在下での局在を野生型株の麹菌 (Ao-AoAmyR) と A. 



































養した。10 ml の滅菌済み Tween 溶液［0.8%NaCl、0.025% (v/v) Tween20］を寒天培地
上に播き、植菌耳で分生子を掻き取り懸濁した。滅菌済み Miracloth (Calbiochem) にて
菌糸を濾過し、分生子を滅菌済みチューブに集めた。4°C、3,000 rpm で 5 分間遠心し、
上清を捨て、適量の滅菌水にて再度分生子を懸濁したものを分生子懸濁液とした。分生子
数は血球計算盤 (Thoma) にて計測した。 
 
1-2-2 total RNAの調製 
 Miracloth で回収した菌体を液体窒素にて凍結破砕した。これらを 1.5 ml 遠心チューブ
に入れ、1 ml の ISOGEN (NIPPON GENE) を加えて十分撹拌した。室温で 5 分間放置
後、0.2 ml のクロロホルムを加えて撹拌し、室温で 3 分間放置した。その後 4°C、15,000 
rpm で 15 分遠心し、上層を別のチューブに回収した。これに 600 μl のイソプロパノール
を加えて室温で 10 分間静置した。その後 4°C、15,000 rpm で 10 分遠心し、沈殿を得た。
これを 70% (v/v) エタノールで洗浄し、乾燥させた沈殿をDMPC水で溶解し、total RNA
とした。 
 次に調製した total RNAサンプルに混入している可能性がある染色体DNA を除去する
ため、以下の反応液を調製し、37°Cで 30 分間反応させた。 
 
total RNA  50 µg 
10×DNase I buffer     5 µl 
DNase I (RNase-free) 2 µl (10 U)  
DMPC水 up to 50 µl 
 
 反応後、2.5 μl の 0.5 M EDTA を加え、80°Cで 2 分間インキュベートした後、DMPC
水で 100 μl に定容した。10 μl の 3 M 酢酸ナトリウムと 250 μl の 100% (v/v) エタノール
を加えて、－80°Cで 20 分間静置した後、4°C、15,000 rpm で 5 分遠心し、沈殿を得た。




 cDNAの合成はM-MLV (Invitrogen) を用いて行った。1-2-2 より調製したDNase 処理
後の total RNA 5 μg にオリゴ dT18 プライマー1 μl と 2.5 mM dNTP mixを 4 μl 加え、
DMPC水で 15 μl としたものを 65°C で 15 分間インキュベートした後、氷上で 5 分間急
冷した。これに 5×First-Strand Buffer 4 μl と 0.1 M DTT 2 μl を加え、42°C で 2 分間静
置した。その後、1.5 μl (200U) のM-MLVを加えて 42°C で 1 時間の逆転写反応を行っ
た。その後、70°C で 15 分間インキュベートすることで酵素を失活させた。さらに RNA




 1-2-2 に従って調製した total RNA 15 μgを、ホルムアミド 10 μl､ホルムアルデヒド 3.5 
μl、10×MOPS buffer を 1 μl 加え、DMPC水を加えることで全量を 20 μl とした。これを
65°C で 15 分間処理したのち、氷水により急冷し、ホルムアルデヒド変性アガロースゲル
にて 50 Vで泳動した。泳動後、ゲルをエチジウムブロマイド溶液にて染色し､rRNAのバ
ンドの強さが揃っていることを確認してから､ナイロンメンブレン (Hybond-N+, 
Amersham) へ 10×SSCによりRNAを転写した。ナイロンメンブレンにRNA が転写さ
れていることをトランスイルミネーターにより用いて確認した後､80°C で 2 時間ベイク
しRNAを固定した。ハイブリダイゼーションバッファー (Dig Easy Hyb, Roche) で 50°C、
1 時間のプレハイブリダイゼーションを行い、プロトコルに従いDIG 標識したプローブを
10 μg/ml となるように加えることで、ハイブリダイゼーションを一晩行った。検出までの
処理はDIG membrane hybridization protocol に従った。検出試薬としてCSPD (Roche)
を用いて、ImageQuantLAS4000 (GEヘルスケア・ジャパン) により検出を行った。 
 
1-2-5 半定量RT-PCRによる遺伝子発現解析 
 1-2-3 により合成した cDNA を鋳型とし、目的の遺伝子特異的なプライマーを用いて
PCR を行った。PCR 反応産物をアガロースゲルで電気泳動、エチジウムブロマイド溶液
染色し、検出したバンドシグナルの強弱を比較することで、発現量を比較した。コントロ





Table 1-1. Primers used for semi-quantitative PCR 



























1-2-7 E. coliコンピテントセルの調製 (Hanahan 1983)  
プラスミドDNAによって形質転換可能なE. coli DH5α株を塩化カルシウム法によって
調製した。まず−80°C で保存しておいたE. coli DH5α株のグリセロールストックをLB寒
天培地に薄く広げるように播き、37°C で一晩培養した。単一のコロニーをLB液体培地接
種し、37°C で8時間振盪培養し、この培養液を50 mlのSOB培地に加え、O.D.600 が0.5 に
達するまで18°C で激しく振盪培養した。この培養液を10分間冷却した後に、50 ml容の遠
心チューブに移して、4°C、3,000 rpmで遠心分離して集菌した。菌体を4 mlのTB (調製
19 
 
法は以下に示す) に懸濁し、0.28 mlのDMSOを添加した。氷中で10 分間静置し、1.5 ml
容遠心チューブに0.05 mlずつ分注し、液体窒素で急冷した後、−80°C で凍結保存した。 




1-2-8  E. coli の形質転換 (Inoue et al., 1990) 
氷中で解凍したコンピテントセル 50 μl とプラスミド DNA 溶液をよく混合し、氷中に
30分間静置した後、42°Cで30秒間熱処理を加えた。氷中で5分間冷却し、これをLB+amp
寒天培地に薄く広げるように播き、37°C で 8~14 時間培養した。 
 
1-2-9  大腸菌からのプラスミドDNAの調製 
 得られた大腸菌のコロニーを爪楊枝で掻き取り、20 mlのLB＋Amp培地を入れた50 ml
用ファルコンチューブに植菌し、37°C、180 rpm で一晩振盪培養した。2,000×gで 10 分
遠心し、沈殿に 200 μl のGTE溶液［50 mM グルコース、10 mM EDTA、25 mM Tris-HCl 
(pH8.0) ］を加えてボルテックスミキサーにて撹拌し、1.5 ml 遠心チューブに移した。こ
れに 400 μl のNaOH-SDS 溶液 (0.2 M NaOH、1% SDS) を加え混合し、氷中で 5 分間
静置後、300 μl の酢酸カリウム溶液 (3 M 酢酸カリウム、2.3% 氷酢酸) を加えて混合し、
更に氷中で 5 分間以上静置した。4°C、15,000 rpm で 15 分遠心し、粗DNA の沈殿を得
た。これを 400 μl の TE 緩衝液に溶解し、4 μl のRNaseAを加え、37°C で 30 分間反応
させた。その後、フェノール・クロロホルム抽出を 2 回行い、クロロホルム・イソアミル











菌した 10 μl のプロトプラスト化溶液 [10 mg/ml Yatalase、5 mg/ml Cellulase Onozuka 
R-10、 0.8 M NaCl、10 mM リン酸バッファー (pH 6.0) ] にこの菌体を懸濁した。30°C
で 2 時間ゆっくりインキュベートし、麹菌の細胞壁を消化した。滅菌したMiracloth を用
いて濾過した後、2,000 rpm で 5 分間遠心し、プロトプラストを回収した。滅菌した 20 ml
の 0.8 M NaCl に懸濁し、遠心して洗浄を行った。このプロトプラスト溶液をヘマチトメ
ーターで計測し 2×108 cells/ml となるように Sol I［0.8 M NaCl、10 mM CaCl2、10 mM 
Tris-HCl (pH8.0) ］ に懸濁し、続いて 0.2倍量の Sol II［40% PEG4000、10 mM CaCl2、
50 mM Tris-HCl (pH8.0) ］を加え、よく混和した。 
 
1-2-10-2 麹菌宿主への遺伝子導入 
 プラスミド DNA を麹菌ゲノム上の適切な位置に相同組換えによって組み込むため、適
切な制限酵素サイトで切断し線状化したプラスミド DNA を麹菌の形質転換に用いた。適
当量の制限酵素で切断したプラスミドDNAを 50 ml 遠心チューブにとったプロトプラス
ト溶液 0.2 ml に加えて穏やかに混和し、氷水中に 30 分間静置した。これに 1 ml の Sol II
を加えてよく混和し、室温で20分間静置した。続いて10 mlのSol Iを加えてよく混和し、
低速遠心でプロトプラストを回収後、0.2 ml 程度の Sol Iを加えて均一に懸濁した。あら
かじめ温めておいた CD プレート培地に播き、同じ組成の軟寒天培地 5 ml を重層してプ









 滅菌済み爪楊枝にて 200 μl のYPD 培地が入ったエッペンドルフチューブに分生子を植
菌した。30°C で 40–50 時間静置培養し、培養液を除いたチューブに菌体と等量のガラス
ビーズを入れ、−80°Cで 3 時間以上静置し菌体を凍結させた。凍結した菌体の入ったチュ
ーブを室温で 5 分間ボルテックスミキサーにて撹拌し、5 分間 −80°Cに放置した。これを
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2 回繰り返し、菌体を破砕した。そのチューブに 400 μl の溶菌溶液［50 mM Tris-HCl 
(pH7.0)、10 mM EDTA、0.1 M NaCl、2% (w/v) SDS］を加え 15 分間放置した。その後、
400 μl のフェノール・クロロホルム (1：1) を加え穏やかに撹拌し、15,000 rpm、20 分間
遠心しゲノムDNAを沈殿として回収した。回収したDNAは乾燥後 50 μl の TE 緩衝液に
溶解し、0.5 μl の 10 mg/ ml RNaseAを加え 37°Cで 30 分以上静置した。このDNA溶液
1 μl をテンプレートし、適当なプライマーを用いて、PCR反応を行った。 
 
1-2-12  共焦点レーザー走査型顕微鏡による蛍光タンパク質の細胞内局在観察 
共焦点レーザー走査型顕微鏡には FV1000-D IX81 (OLYMPUS 製) を用いた。倍率 10




プラスチックシャーレに設置したカバーガラス (18 mm×18 mm) に 1% カザミノ酸
CD 培地 500 μl を滴下した。これに各分生子を 5 ×103個植菌し、30°C で 12 時間静置培
養することで、菌糸がカバーガラスに張り付くように生育させた。培養後、カバーガラス
上のCD 培地を取り除き、新たに 10 μM thiamine とDDWまたは任意の濃度の各種炭素
源を加えた 1% カザミノ酸 CD 培地を加え、任意の時間誘導し、3 分以内に素早く顕微鏡
観察を行った。 
 
1-2-12-2 Hoechst 33342 (Lonza) による核染色 
観察 15 分前にMilliQ 水で 1 mg/ml に希釈したHoechst 33342 を終濃度 0.1 mg/ml と
なるように培地中に添加し、核染色を行った。 
 
1-2-13 AmyR組み換え株 Ao-AnAmyRの作製 
A. oryzae にA. nidulans AmyRを導入したAo-AnAmyR株は以下の手順で作製した。 
 
1-2-13-1  pSGZ5 プラスミド (pSGZ5) の目的断片の増幅 
PCR によって pSGZ5 内の gfp-amyR およびその周辺領域を含む目的断片を増幅した。
ポリメラーゼには PCR Using Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (M0491) を用い、プ
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ライマーには sgfpsenSalI primer とAnAmyR anti sphI primer を用いた。 
 
反応系 
template  1.2 µl 
2.5 mM dNTPmix 12.5 µl 
sgfp senSalI primer (10 倍希釈したもの) 0.93 µl 
AnAmyR anti sphI primer (10 倍希釈したもの)  1.42 µl 
5 × Q5 buffer    5 µl 
Q5 Polymerase 0.25 µl 
DDW  3.7 µl 
total                                             25 µl 
 
サイクル 
98℃       30 sec 
98℃       10 sec  
72℃       30 sec 
72℃       27 sec 
72℃       2 min 
15℃        ∞ 
 
Table 1-2. Primers used in 1-2-13-1 
Gene Primer sets (5′ to 3′) 
sgfp senSalI primer AAAGTCGACCATGGTGAGCAAGGGCGAG 
AnAmyR anti sphI primer GAGCGCATGCTCAAGTCAATAACCTCCCAG 
 
1-2-13-2  pSGZ5 プラスミド (pSGZ5) の回収 






1-2-13-3  GFP-AmyR ベクターの作製 
GFP-AmyR プラスミド (pGFP-AmyR) を 1-2-8、1-2-9 に従い増幅した。これを SalI
と SphIで制限酵素処理し、1-2-6 に従い目的の断片を回収した。 
 
1-2-13-4  ライゲーション 
1-2-13-2 で得られた断片と 1-2-13-3 で精製したベクターをDNA Ligation Kit ver. 2.1 
を用いてライゲーションした。インサート：ベクター＝3：1 量となるよう混合し、キッ






1-2-14 AmyR組み換え株 An-AoAmyRの作製 
A. nidulans にA. oryzae AmyRを導入したAn-AoAmyR株は以下の手順で作製した。 
 
1-2-14-1  gfp-amyRプラスミド (pgfp-amyR) 目的断片の作製 
gfp-amyR プラスミド (pgfp-amyR) を 1-2-8、1-2-9 に従い増幅した。これを Sal I と
Sph Iで制限酵素処理し、1-2-6 に従い目的の断片を回収した。 
 
1-2-14-2   SGZ5 ベクターの作製 
pSGZ5プラスミド (pSGZ5) を 1-2-8、1-2-9 に従い増幅した。これをKpn I と Pst Iで
制限酵素処理し、1-2-6 に従い目的の断片を回収した。 
 













1-2-16  共焦点レーザー走査型顕微鏡による組み換え株の細胞内局在観察 
An-AnAmyR 発現株は Murakoshi ら(2012) の方法に則って細胞内局在観察を行った。

























第 3 節 実験結果 
 
1-3-1 sGFP-AmyR発現株の作製 
 チアミン依存的に翻訳が抑制される thiAプロモーター (Shoji et al., 2005) の下流にリ
ンカーを挟んだ sGFP-AmyR 発現プラスミド pNT-sgfp-amyR (Suzuki et al., 2015) を
amyR破壊株の niaD locus に導入し、sGFP-AmyR発現株を取得した (Fig. 1-1)。この発






 creA破壊株の分生子 3×107個を 1000 ml三角フラスコ中の 1% カザミノ酸を炭素源と
したCD 培地 150 ml に植菌した。30°C、120 rpm で 24 時間培養後、50% (w/v) マルト




誘導時では添加後 40 分で検出された (Fig. 1-4)。 
 
1-3-3 誘導状態における経時的な sGFP-AmyRの細胞内局在解析 
 方法 1-2-12 に従い、sGFP-AmyR の誘導状態における細胞内局在解析を行った。
sGFP-AmyR が細胞質に存在する条件である 1% カザミノ酸を炭素源とした培地で 12 時
間前培養し、これに 10 μM チアミンと 1% グルコース、マルトース、イソマルトースを








1-3-4  低濃度炭素源存在下での sGFP-AmyRの細胞内局在解析 
方法 1-2-12 に従い、sGFP-AmyRの誘導状態における細胞内局在解析を行った。1% カ
ザミノ酸を炭素源とした培地で 12 時間前培養し、これに 10 μM チアミンと 0.03 µM～3 
mM という極めて低濃度の 各種炭素源を加えた 1% カザミノ酸 CD 培地を加え誘導した
ところ、マルトース・イソマルトースは 0.3 µM でAmyR の核移行が観察されたのに対し、グ
ルコースでは 3 mMで核移行が観察された (Fig. 1-6)。 
 
1-3-5 マルトース誘導時とイソマルトース誘導時におけるAmyR制御下遺伝子発現解析 
 creA破壊株の分生子 3×107個を 1000 ml三角フラスコ中の 1% カザミノ酸を炭素源と
したCD 培地 150 ml に植菌した。30°C、120 rpm で 24 時間培養後、5% (w/v) マルトー




加後 10 分で検出された (Fig. 1-7)。 
 
1-3-6  グルコースアナログ存在下での sGFP-AmyRの細胞内局在解析 
方法 1-2-12 に従い、sGFP-AmyRのグルコースアナログ存在下における細胞内局在解析
を行った。さまざまなグルコースアナログを加えた条件下でAmyRの局在を観察した結果、
0.1% 2-デオキシグルコースでは添加後 120 分で完全な核移行が観察された。 3-O-メチル
グルコース、6-デオキシグルコースでは核移行が見られず、濃度を 0.5% に変更した場合
でも核移行は認められなかった (Fig. 1-8)。 
 
1-3-7  グルコースアナログ存在下でのAmyR制御下遺伝子の発現解析 
2-デオキシグルコースがAmyRの活性化を誘導するのか調べるため、AmyR 制御下遺伝
子 amyA/B/C の発現を解析した。その結果、 amyA/B/C は 2-デオキシグルコース添加時
では 90 分でシグナルが検出されたのに対し、3-O-メチルグルコース、6-デオキシグルコー





1-3-8  各種組み換え株の細胞内局在解析 
 
1-3-8-1  誘導状態における各種組み換え株の細胞内局在解析 
麹菌のamyR破壊株にA. nidulans のAmyRを導入した麹菌組換え株 (Ao-AnAmyR) お
よび A. nidulans の amyR 破壊株に麹菌 AmyR を導入した A. nidulans 組換え株 
(An-AoAmyR) を作製し (Fig. 1-12, 1-13)、誘導基質存在下での局在を野生型株の麹菌 





ころ、いずれの株でも 0.3 mM で部分的な核移行が認められ、3 mM で完全な核移行が認
められた。しかし、An-AnAmyRとAn-AoAmyRではグルコース添加後 15 分で核移行が見
られたのに対し、Ao-AoAmyRと Ao-AnAmyRではグルコース添加後 45 分で核移行し、核
移行に要する時間に差が認められた (Fig. 1-14)。 
 
1-3-8-2  グルコースアナログ存在下での各種組み換え株の細胞内局在解析 
6-デオキシグルコースを加えた条件下で AmyR の局在を観察した結果、An-AnAmyR 株
とAn-AoAmyR株では核移行が観察されたのに対し、Ao-AoAmyRと Ao-AnAmyRでは細胞













第 4 節 考察 
 
 A. oryzae によるアミラーゼ産生はマルトース存在下で強く誘導され、アミラーゼ遺伝
子およびMAL遺伝子の発現は、それぞれ 2 つの異なる Zn2Cys6転写活性化因子AmyRお
よびMalRによって調節される。これまでの研究により、麹菌のAmyRが誘導基質非存在
下では細胞質に局在しているがマルトースおよびグルコース存在下では核局在しているこ



















104倍もの濃度を要した (Fig. 1-6)。なお、核局在観察において sGFP-AmyR が分解を受
け、遊離 sGFPが生じたことで菌糸全体に蛍光が認められた可能性も考慮し、1%カザミノ
酸CD 培地で培養した sGFP-AmyRをウエスタン解析に供したが、遊離 sGFP は検出され














になった。以上の結果から、A. oryzae においてもA. nidulans のAmyRと同様、AmyRの
転写活性化の直接の誘導基質はイソマルトースであることが示された。 




が検出され、AmyRの活性化が認められた (Fig. 1-9)。以上の結果から、AmyR は 2-デオ
キシグルコース存在下で核移行し、アミラーゼ遺伝子の転写発現を誘導することが明らか
になった。一方、A. nidulans では 6-デオキシグルコース添加時に GFP-AmyR の核移行
が観察されたという報告があり (Murakoshi et al., 2012)、A. oryzae とA. nidulans の
AmyRの相違点が明らかになった。 
A. nidulans と麹菌はともに同じAspergillus 属に属しており、AmyRの相同性も 58.6%










こで、麹菌のamyR破壊株にA. nidulans のAmyRを導入した麹菌組換え株 (Ao-AnAmyR) 
および A. nidulans の amyR 破壊株に麹菌 AmyR を導入した A. nidulans 組換え株 
(An-AoAmyR) を作製し、誘導基質存在下での局在を野生型株の麹菌 (Ao-AoAmyR) と A. 




また、極めて低濃度のグルコースを添加したところ、いずれの株でも 3 mM で完全な核移
行が認められたのに対し、核移行に要する時間はA. nidulans で発現させた株では添加後
15 分、A. oryzae で発現させた株では添加後 45 分と差が見られた (Fig. 1-14)。このこと
から、グルコースによる AmyR の核移行に要する時間は AmyR が発現する細胞の影響を
受ける可能性が示唆された。また、6-デオキシグルコース存在下において、A. nidulans
で発現させた株では核移行が認められたのに対し、A. oryzae で発現させた株では核移行
が見られなかったことから (Fig. 1-15)、A. oryzae 由来のAmyRでもA. nidulans 自身の
AmyRでもA. nidulans の細胞内で発現すれば、6-デオキシグルコースは誘導基質として
作用するが、A. oryzae の細胞内ではいずれのAmyRに対しても誘導基質として作用しな
いことが明らかとなった。このことから、AmyR の誘導基質に対する応答は AmyR の由
来に依存しているものではなく、AmyRが発現する細胞に由来する何らかの要素が大きく
関わっていることが示唆された。出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae において、2-デオキ
シグルコースと 3-O-メチルグルコースはリン酸化を受けタンパク質分解の誘導基質とし
て機能するが、6-デオキシグルコースはリン酸化されず誘導基質として機能しないことが













かし、A. nidulans の細胞内で 6-デオキシグルコースがどのような代謝を受け誘導基質と
して作用するのかを明らかにした報告がまだ存在しないため、その機構は不明である。今
後、6-デオキシグルコースに対し特異的に働く酵素の同定を目指す場合や、シャペロンタ
ンパク質との相互作用解析や翻訳後修飾解析などによって A. nidulans の AmyR が活性




        
 
                                                 
 
      
                                                   
 
 





 conidiospores, 3 days 




Fig. 1-2. Complementaion of growth defect on starch medium of amyR or malR  
disruptant by introduction of the sgfp-amyR gene.  
(鈴木空太 平成 25年度修士論文) 
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Fig. 1-3. Intracellular localization of sGFP under the various conditions. 
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Fig. 1-4. Expression levels of the amyB regulated by AmyR in ΔcreA with  


























                 
 


















Fig.1-5. Intracellular localization of GFP-AmyR under the condition without or  
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45 min Glucose   20 min Maltose   10 min Isomalaltose   
3 mM   
0.3 mM 
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3 µM   
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0.03 µM   
Fig. 1-6. Comparison of ability of glucose，maltose and isomaltose to trigger the nuclear 
localization of GFP-AmyR. The sugars were added at the indicated concentrations . 


















Fig. 1-7. Expression levels of the genes regulated by AmyR in ΔcreA under the  




















Fig. 1-8. Comparison of ability of 2-deoxy glucose, 3-O-methyl glucose and  
6-deoxy glucose to trigger the nuclear localization of GFP-AmyR. The glucose 
analogues were added at the indicated concentrations . All induction times are 
120 min. 



















5. 6-Deoxy-glucose       
Fig. 1-9. Northern blot analysis of the genes regulated by AmyR under the inducing  
condition (0.1% sugar, 90 min). 
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AoAmyR    MSHSPTDIPSTSEKEMESTPEKPPKQACDNCRRRKIKCSRELPCDKCQRLLLSCSYSDVLRRKGPKFR 
AnAmyR    ------------MASPAAPKHKPFKQACDNCRRRKIKCSRELPCDKCQRLLLSCSYSDVLRRKGPKFR 
                         .  :. .** ******************************************** 
AoAmyR    TLYPLAPIHPLASRPRPLTKEWLP---------PNPGACHLASPTSPPSTVADAQYLHPDFSESFTRL 
AnAmyR    TLYPLAPIHPLVARDRQILQYDPPRFSAEREWYAEPTSYPVGGSPTSPPFMEEPQYLPPEHPDSFSRL 
          ************.:* * : :  *         .:* :  :....:.*. : :.*** *:..:**:**  
AoAmyR    PPPDLVSSPDSTNSLFDSSTIGALPAPRRLSTPNLLAHVNVFLKYLFPIMPVVRQDQLQQDCHQPERL 
AnAmyR    PPPELVSSPDSLNSLSDSPTAVLFRSPRILTAPVLLAHVNVYLKYMFPIMPVVRREELQQDCHHPERL 
           ***:******* *** **.*   : :** *::* *******:***:********:::******:**** 
AoAmyR    SPQRYAFIAALCAATHIQLKLDGAAPGPEAASARASLDGHPMLSGEELLAEAVRARKEYNVVDEINME 
AnAmyR    TPQRYAFLASLCAATHIQLKLDGATPVADPSHFQAGEN--SSMSGEELLAEAVRARKDCDPIEDMNVE 
           :******:*:**************:* .:.:  :*. :  . :**************: : ::::*:* 
AoAmyR    NLLTSFFLFAAYGNLDRQDQAWFYLCQTTSMVFTLGLQRESTYSKLSVEEAEEKRRVFWLLFVTERGY 
AnAmyR    SLLTSFFLFASYGNLDRQDHAWFYLCQATSMVFALGLHRESTYAELNTEEAEQKRRVFWLLFITERGY 
           .*********:********:*******:*****:***:*****::*..****:*********:***** 
AoAmyR    ALQQAKPVMLRNSIHKPQVLCSDDPILAYGFINLINVFEKLSPNLYDWVSAGGSSADG--------DP 
AnAmyR    ALQQAKPVMLRNSIHKPQVLCSDDPILAYGFINLIGVFESLSVNLYDWVSAGGSVSGGGNNRDGSSEM 
           ***********************************.***.** *********** :.*        : 
AoAmyR    PPTSSIQSSLAKQISLEGVSEIQKVDILITQQWLQTMMWKLSMTHVTQPGSRDDAVLPFHLPVLVGKA 
AnAmyR    PPTSAIQATLSKPISLEGVSEIQKVDILITQQWLQAMMWKLSMTRASQPGSRNETVLPFHLPVMVGKA 
           ****:**::*:* **********************:********:.:*****:::********:**** 
AoAmyR    VMGVIAAASQGAVDAHGIGMEQKLYDLGTSVADVSRSLSTKAAHHLAESTIDPRELLWGILTTLSRIR 
AnAmyR    VMSVIAEASQGAVDAHGIGMEQKLFDLGTSIADVSRSLSTKAANSLAESTVDPRELLWGILSTLSRIR 
           **.*** *****************:*****:************: *****:**********:****** 
AoAmyR    GSQSYLFPALVEQSRGIISFDCSLSISDFLPSFGGPPAIMWRTGESGFDLLGIADDLQERENEGGEGI 
AnAmyR    GSQSYLFPSLLERCKGTLGFDSPTPLSISDFHQINPPLLNSASSSSIASETLDISGPWPAADDNTMDS 
           ********:*:*:.:* :.**.. .:*       .** :   :..*  .     ..     ::.  . 
AoAmyR    VVAGEEISF------------------------------------------------------- 
AnAmyR    STGSRTTNSCAWEITSGDTNDQNQTSDQPPSLSGSSSVPLSVSRMHSSTSMAAELSFQAGRLLT 
            ....  .                                         
 















































































































































Fig.1-13. Intracellular localization of GFP-AmyR mutants under the condition without or  
with inducers, maltose and isomaltose. The sugars were added at the indicated  
concentrations . (An-AoAmyR…3 mM, other strains…1%) 
Figures of An-AnAmyR were originated from Murakoshi et al., 2012. Appl 
Microbiol Biotechnol. 94, 1629-1635 
 
















Fig.1-14. Intracellular localization of GFP-AmyR mutants under the condition with  
glucose.Glucose was added at the indicated concentrations. Figures of An-AnAmyR 
were originated from Murakoshi et al., 2012. Appl Microbiol Biotechnol. 94, 
1629-1635 
 
bar: 5 µm 
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Fig.1-15. Intracellular localization of GFP-AmyR mutants  under the condition with 3 mM  
6-deoxy glucose. All induction times are 15 min.  

























Fig. S1-1. Western blot analysis of sGFP-AmyR and sGFP expression strains. 
Approximately 1×107 conidiospores of each strain were grown in 1% 
Casamino acid CD medium for 24 h at 30°C. Intracellular protein was 
prepared from harvested mycelia, and 20 μg protein was subjected to 
western blot analysis. 





















第 2章 MalRの細胞内局在と核移行シグナルの解析 
 




もマルトース添加時に malP を制御する転写因子 MalR が AmyR に先行して活性化す






移行シグナル (NLS) を有しており、正電荷を帯びている NLS に核内移行を仲介する
タンパク質インポーチンが結合することで核膜を通過できるとされている (Conti et 
al., 1998、Chook and Blobel, 2001)。これまでに、いくつかの A. nidulansの Zn(II)2Cys6
型転写因子が zinc finger motif内にNLSを有していると報告されており (Pokorska et 
al., 2000、Nikolaev et al., 2003)、AmyRにおいても zinc finger motif内に RRRK、
RRKという2種類のNLSが同定され、両方のNLSを全てアラニンに置換することで、
誘導基質依存的な核移行が起こらないことが明らかとなっている (Makita et al., 
2009)。これまでの研究で、麹菌 AmyRでも zinc finger motif 内に 2種類の NLSが同
定されており、両方の NLS を全てアラニンに置換することで誘導基質依存的な核移行
が見られなくなることが明らかになっている (Suzuki et al., 2015)。また、MalRにつ
いても、zinc finger motif 内に 1種類 (NLS1)、C末端領域に 1種類 (NLS2) のリジン・
アルギニンリッチな推定 NLS を有していることが分かった。これまでの研究で、
sGFP-MalRが誘導基質の有無に関わらず構成的に核に局在していることが明らかにな






第 2節 実験材料及び実験方法 
 
2-2-1  ノーザンブロット解析 
 1-2-4に従った。 
 





にて PCRを行った。使用したプライマーは Table 2-1に示した。PCR反応後、1 µlの
DpnIを添加し、37℃ で 2時間 DpnI処理を行った。DpnI処理を行った PCR 溶液 1 μl 
を用いて大腸菌の形質転換を行った。 
 
Template DNA (20 ng/μl) 1 μl       95°C  2 min   
10×Pfu Ultra buffer 5 μl       95°C  30 sec 
2.0 mM dNTP mix 5 μl         58°C   30 sec       30 cycle 
125 ng/μl Primer Fw 1 μl       72°C 10 min 
125 ng/μl Primer Rv 1 μl       72°C  20 min 
Pfu Ultra II polymerase (Stratagene)  0.5 μl 
DDW                              46.5 μl 
total                                50 μl 
 
2-2-3-1 NLS1への変異導入 








2 番目のアルギニンをアラニンに置換した（AARR→AAAR）。更に MalRNLS4m と
MalRNLS4m-rを用い、3番目のアルギニンをアラニンに置換した（AAAR→AAAA）。 
 















2-2-4 プラスミド DNAのシーケンス解析 
 BigDye® Terminator v1.1 (Applied Biosystems 社) を用いて行った。1-2-9に従っ
てエタノール沈殿したプラスミドを 600 μlの TEに溶解し、200 μlを PEG 溶液 (20% 
PEG、2.5 M NaCl) 200 μlと混合し、4°Cで 1時間以上静置した。これを 4°C、15,000 
rpm、20 分遠心し、ピペットマンを用いて上清を除去した。さらに 70% エタノール
200 μl 加え 4°C、15,000 rpm、5 分遠心し、同様に上清を除去した。室温で乾燥後、




















Template DNA (200 ng/μl)      1 μl               96°C    2 min 
5×Sequencing buffer           2 μl               96°C    30 sec 
Primer                       1 μl           50°C     15 sec     25 cycle 
BigDye                        4 μl              60°C     4 min 
DDW                         12 μl               4°C      99 h 
Total                         20 μl 
 
PCR産物を 1.5 mlエッペンドルフチューブに移し、3 M酢酸カリウム 2 μlと 100% エ
タノール 50 μlを加え、室温で 10分静置した。室温で 15,000 rpm、20分遠心し、ピ
ペットマンを用いて上清を除去した。これに 70% エタノール 250 μl を加え、室温で
15,000 rpm、5分遠心し、同様にピペットマンを用いて上清を除去した。室温で乾燥後、
ホルムアルデヒド 20 μlを加え、ボルテックスで沈殿を溶解させた。これを 2分間煮沸
した後、素早く氷上に移して 3分間静置させたものをサンプルとし、ABI PRISMTM310 
Genetic Analyzer (PERKIN-ELMER)を用いて解析した。 
 
2-2-5 ハローアッセイによるアミラーゼ活性測定 
 0.25% TritonX-100を加えた 1% デンプンCD培地に各菌株の分生子 1×104個を植菌
し、30°Cで 2日間培養した後、各コロニーの周囲に生じたハローの大きさを比較した。 
 













第 3節 実験結果 
 
2-3-1 ノーザン解析による経時的な amyB、malTの発現解析 
 RIB40の分生子 3×107個を 1000 ml三角フラスコ中の 1% カザミノ酸を炭素源とし
た CD培地 150 mlに植菌した。30°C、120 rpmで 24時間培養後、50% (w/v) マルト
ースを 3 ml添加し (終濃度 1%)、60分後まで 10分ごとにオートピペッターを用いて、
菌体を経時的に培地ごと回収した。これら菌体から RNA抽出を行い、AmyR制御下遺
伝子 amyB、MalR 制御下遺伝子 malT の発現をノーザンブロット解析により調べた。
その結果、malTはマルトース添加 20分後からシグナルが検出されたのに対し、amyB
は 40分後にシグナルが検出された (Fig. 2-1)。 
 
2-3-2  sGFP-MalR発現株の作製 
プラスミド pNE-sgfp-malRと pNT-sgfp (Tanaka., unpublished) を PstIとNotIで処理
し、生じた断片をライゲーションすることで、チアミン依存的に翻訳が抑制される thiA
プロモーターの下流にリンカーを挟んだ sGFP-MalR 発現プラスミド pNT-sgfp-malR 
(Suzuki et al., 2015) を作製した。これをmalR破壊株のniaD locusに導入し、sGFP-MalR
発現株を取得した (Fig. 2-2)。この発現株を 0.1% デンプンまたは 0.1% グルコースを単
一炭素源とする培地に植菌することで、sGFP-MalRの機能相補を確認した (Fig. 2-3)。 
 
2-3-3 マルトース、イソマルトース誘導時におけるMalR制御下遺伝子発現解析 
 creA破壊株の分生子3×107個を1000 ml三角フラスコ中の1% カザミノ酸を炭素源
とした CD培地 150 mlに植菌した。30°C、120 rpmで 24時間培養後、5% (w/v) マル




10分でシグナルが検出された (Fig. 2-4)。 
 
2-3-4  核移行シグナル変異導入 sGFP-MalR発現株の作製 
pNT-sgfp-malR をテンプレートとして、方法 2-2-3 に従って MalR が zinc finger 
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motif内に有する核移行シグナルNLS1 (Fig. 2-5) をアラニンに置換し、制限酵素処理
ならびにシーケンス解析によって変異導入を確認した。このmalR核移行シグナル変異
導入プラスミド pNT-sgfp-malRNLS1m を malR 破壊株に niaD locus で組み込み、
sGFP-MalRNLS1m発現株を取得した。同様の方法でMalRが C末端領域内に有する核移
行シグナル NLS2 をアラニンに置換した sGFP-MalRNLS2m発現株、これら両方をアラ
ニンに置換した sGFP-MalRNLS1/2m発現株も取得した (Fig. 2-5)。また、0.1% デンプン
を単一炭素源とする培地にこれらの発現株を植菌することで、NLS 変異導入





2-3-5  誘導基質非存在下における核移行シグナル変異導入 sGFP-MalRの細胞内局在解析 
1-2-12-1に従い、誘導基質非存在下における sGFP-MalRNLSmの蛍光顕微鏡観察を行
った結果、NLS1 に変異導入した sGFP-MalRNLS1m と NLS2 に変異導入した
sGFP-MalRNLS2mでは比較的強い蛍光が核に認められるものの、菌糸全体にも蛍光が観
察された。一方、NLS1と NLS2の両方に変異導入した sGFP-MalRNLS1/2mでは細胞質
で蛍光が認められるが、核では蛍光がほとんど見られなかった (Fig. 2-7)。 
 


















じめとする加水分解酵素の生産が抑制されることから、これまでの研究では A. oryzae の
CCRを制御する C2H2 型転写因子 CreA を破壊した creA破壊株を用いてきた。それらの
データと比較する上で菌株の条件を揃える必要があったため、ノーザンブロットには
creA 破壊株を用いた。マルトースまたはイソマルトース添加後に MalR 制御下遺伝子
の発現を解析した結果、イソマルトース誘導時ではシグナルが検出されなかったが、マ
ルトース誘導時では添加後 10 分でシグナルが検出された。このことから、MalR の転
写活性化の誘導基質はマルトースであり、アミラーゼ生産に関わる AmyR と MalR 
が異なる機構によって活性化されることが明らかになった。また、第 1 章において
AmyR制御下遺伝子のシグナルがイソマルトース添加後 10分で認められるのに対して、











っている (Suzuki et al., 2015)。一部の Zn(II)2Cys6型の転写因子は、活性化と同時に
リン酸化修飾を受けることが知られており (Leverentz and Reece, 2006)、麹菌のキシ
ラン・セルロース分解に関わる Zn(II)2Cys6型の転写因子 XlnR は、誘導基質であるキ





る。   
MalR が有する 2 種類のリジン・アルギニンリッチな推定 NLS について、その実際





れなかった (Fig. 2-7, 2-8)。このことから、MalRが zinc finger motif内に有する NLS1 
(RRK) と C末端領域内に有するNLS2 (PTERARR) の両方における突然変異がMalR
の核局在化の喪失をもたらすこと、そして両方の配列が実際に NLS として機能し得る
ことを示した。A. nidulansの AmyRでは、NLS1または NLS2の片方だけに変異を導
入した場合は、野生型の AmyR と同様、誘導基質依存的に核移行することが報告され
ており(Makita et al., 2009)、A. oryzaeの AmyRでは、NLS1またはNLS2のどちら
かに変異を導入すれば、誘導基質依存的な核局在能を失い菌糸全体にドット状に観察さ
れることがわかっている(Suzuki et al., 2015)。MalRは A. nidulansと A. oryzaeの
AmyRのいずれとも異なる細胞内局在を示した一方で、NLS1と 2の片方のみの変異で




たと考えられる。また、これら NLS 変異導入 sGFP-MalR 発現株のアミラーゼ生産能
をハローアッセイにより調べた結果、GFP-AmyRNLS1m、sGFP-MalRNLS1/2mではアミラ




















Fig. 2-1. Expression levels of the genes regulated by AmyR or MalR in RIB40 






















      






























Pst I                  Not I 
pNE-sgfp-malR 
Pst I                 Not I 
pNT-sgfp 

















 conidiospores, 3 days 




Fig. 2-3. Complementation of growth defect on starch medium of malR disruptant 
























Fig. 2-4. Expression levels of the genes regulated by MalR in ΔcreA under the  







































































Fig. 2-6. Starch halo assay of sGFP-MalRNLS1m, sGFP-MalRNLS2m and 






RIB40           ΔmalR         sGFP-MalR  





































Fig. 2-7. Intracellular localization of sGFP-MalR, sGFP-MalRNLS1m, 
sGFP-MalRNLS2m, sGFP-MalRNLS1/2m under the condition without induce 
sGFP-MalRNLS1m 
sGFP-MalR 
1% Casamino acid 12 h 
DIC             GFP          DIC   GFP   
sGFP-MalRNLS2m 
sGFP-MalRNLS1/2m 





































Fig. 2-8. Intracellular localization of sGFP-MalR, sGFP-MalRNLS1m, sGFP-MalRNLS2m, 
sGFP-MalRNLS1/2m under the condition with inducer, 1% maltose.  
sGFP-MalRNLS1m 
sGFP-MalR 
1% Casamino acid 12 h + 1% Maltose 1 h 
DIC             GFP          DIC   GFP   
sGFP-MalRNLS2m 
sGFP-MalRNLS1/2m 













Fig. S2-1. Expression of malT regulated by MalR in WT, ΔmalR and sgfp-malR 
expression strain. Approximately 1×107 conidiospores of each strain were 
grown 1% fructose CD medium for 48 h at 30 °C. The harvested mycelia 
were washed with CD medium that was not included C-source and put 
into 1% maltose (Induced) or 1% fructose (non-Induced) CD medium. 
These mycelia were incubated in each medium for 1 h at 30 °C. Total RNA 
was prepared from harvested mycelia, and the resulting cDNA was 
subjected to semi-qRT-PCR analysis using specific primers. 












Induced                      non-Induced 
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第 3章 MalRとシャペロンタンパク質との相互作用解析 
 





転写因子は活性化と同時にリン酸化修飾を受けることが知られている (Leverentz and 
Reece, 2006)。 






誘導基質を取り除くと脱リン酸化されることが報告されている (Noguchi et al., 2011)。 
また、出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae のマルトース資化遺伝子クラスターに含
まれる遺伝子にコードされている転写因子Mal63 (Chang et al., 1988) では、ヒートシ




ることが報告 されている (Ran et al., 2008, 2010)。これらMal63と複合体を形成する
シャペロンタンパク質 (Hsp70、Hsp90、Hop/Sti1)、ならびにHsp90と複合体を形成
する活性化抑制因子 (Aha1) は麹菌のゲノム中にも保存されている (Table 3-1)。 
AmyRとMalRは zinc finger motif の高い相同性と誘導基質がマルトースであると
いう点で Mal63 と類似性が高いため (Fig. 3-1)、Mal63 と同様にシャペロンタンパク
質との複合体形成を経て転写活性化能を獲得する可能性が示唆されている。 
そこで本章では、3FLAG-MalR発現株を作製し、Phos-tag○R  SDS-PAGE (Kinoshita 







Table 3-1. Orthologous proteins involved in Mal63 activation in A. oryzae. 
Name Gene ID 
Hsp70 ortholog AO090012000995 
Hsp90 ortholog AO090102000620 
Hop/Sti1 ortholog AO090038000562 























第 2節 実験材料及び実験方法 
  
3-2-1  相互作用解析で用いた株の作製 
共免疫沈降法による相互作用解析において用いた菌株は以下の手順で作製した。本章
で用いたプライマーは Table 3-2に示した。 
 
3-2-1-1  Hsp70-cMycおよび Hsp90-cMyc発現株の作製 
Hsp70 および Hsp90 の C 末端に c-Myc タグを導入したプラスミドは以下のようにして
構築した。まず、c-Mycが融合した hsp70断片を、A. oryzaeゲノム DNA上に設計された
プライマーであるHsp70senNotIおよびHsp70Pma-mycRVantiを用いた PCRによって増
幅した。増幅した断片を NotI および EcoRV で消化し、プラスミド pPTRI-PenoA-TagdA
に挿入することで pPTRI-PenoA-hsp70mycを得た。プラスミド pPTRI-PenoA-TagdAは、
PstI/ SmaI消化 pNEから得られた enoAプロモーターおよび agdAターミネーターを含む
修飾 pPTRI (Takara Bio Inc.、Shiga、Japan) である。 次に hsp90断片を、プライマー
Hsp90enNotIおよびHsp90antiPmaCIを用いた PCR によって増幅した。増幅した断片を
NotI および PmaCI で消化し、pPTRI-PenoA-hsp70myc の hsp70 遺伝子に置換し、
pPTRI-PenoA-hsp90mycを得た。次に、agdAターミネーターと結合した c-Myc融合 hsp70
および hsp90 断片の一部分を、KpnI で消化した pPTRI-PenoA-hsp70myc および
pPTRI-PenoA-hsp90mycから取得し、KpnI で消化した pUSCに挿入した。得られたプラ
スミドを制限酵素によって消化し、ligD ::ptrA株に導入した (Fig. 3-2)。 
 
 
3-2-1-2  3FLAG-MalR発現株の作製 
3×FLAGで標識したMalRの発現プラスミドは以下のようにして構築した。 まず、
malR断片を A. oryzaeゲノムDNA上に設計させたプライマーであるmalRsenPmaCI
およびmalRantiXbaIを用いた PCRによって増幅した。 増幅された断片を PmaCIお
よび XbaIで消化し、pNEに挿入した。 得られたプラスミドを PstIおよび PmaCIで
消化し、enoA プロモーターを PstI/ PmaCI で消化した pNT-3FLAG (Tanaka et al., 
unpublished) から得た3×FLAGコード配列に結合する thiAプロモーターで置換した。 
得られたプラスミドをmalR株に導入した (Fig. 3-3)。 
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回収した菌体を液体窒素にて凍結破砕し、Extraction buffer〔25 mM Tris-HCl 
(pH8.0)、100 mM NaCl、0.25% CHAPS、0.2 mM PMSF、100 μM pepstain A、Protein 
Inhibitor Cocktail (Loche)〕500 μlに懸濁した。氷上で 15分静置後、4°C、15,000 rpm
で 10分遠心し、上清を回収した。Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit (Thermo 
Fisher) を用いてタンパク質量を定量し、50 μg 相当のタンパク質を 850 μl の
Extraction bufferに懸濁した。これに 150 μlの 100% TCAを加え、氷上で 15分静置
し、4°C、15,000 rpmで 15分遠心することで、タンパク質を沈殿させた。上清を取り
除き、500 μl の 80% アセトンを加え、10 分遠心し、上清を取り除く操作を 2 回繰り
返した。沈殿を乾燥させた後、50 μlの SDS-sample buffer［50 mM Tris-HCl (pH6.8)、
10% glycerol、1% SDS、0.1% BPB、5% 2-Mercaptoethanol］を加え、ボルテックス
によりタンパク質を完全に溶解させた。これを 5分間煮沸することで SDS 化させ、ウ
エスタンブロット解析に用いた。 
 
3-2-3 Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) 処理 
 3-2-2でアセトン洗浄・乾燥したタンパク質を 25 μlの Tris-SDS〔50 mM Tris-HCl 
(pH 8.8), 1% SDS〕に完全に溶解した。これに 10×alkaline phosphatase buffer 50 μl、
滅菌水 425 μl、CIAP 1 μl (30 unit) を加え、37°Cで 1時間 CIAP処理を行った。CIAP














3-2-4 Sodium Dodecyl Sulfate ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) 
SDS-PAGE は Laemmli の方法 (Laemmli, 1970) に従い、アクリルアミド 10% 分
離ゲル (20% アクリルアミド溶液 4.66 ml、1.5 M Tris-HCl 3.50 ml、10% SDS 140 μl、
10% APS 140 μl、TEMED 14 μl、Milli-Q 5.56 ml)、4.5% 濃縮ゲル(20% アクリルア
ミド溶液 1.05 ml、0.5 M Tris-HCl 1.75 ml、10% SDS 70 μl、10% APS 70 μl、TEMED 
7 μl、Milli-Q 4.06 ml) を用いて行った。タンパク質量が 10 μlになるように調製し泳
動を行った。分子量マーカーは  Precision Plus Protein Dual Color Standard 




平板型セミドライ転写装置 (NA-1512、日本エイドー) を用い、SDS-PAGE 後のゲ
ルからタンパク質を PVDF膜 ［Immobilon-P Transfer Membrane (MILLIPORE)］
へ転写した。転写バッファー (40 mM Tris-HCl、38 mM Glycine、10% Methanol、
0.025% SDS) を用いて定電流 100 mA で 1 時間転写後、PBS (0.8% NaCl、0.11% 
Na2HPO4、0.02% KH2PO4、0.02% KCl) で 5 分間の洗浄を 2 回行った。PBST-Milk
［PBST (PBSに 0.1% Tween 20を加えたもの) +0.3% (w/v) Skim milk (雪印製)］にて
30分間ブロッキングを行った。次に PBST-Milkで一次抗体を 3000倍希釈したものを
用いて、室温で 1 時間一次抗体反応をおこなった。続いて、反応膜を PBST にて 5 分
間の洗浄を3 回行った。PBSTでTRUEBLOT ULTRA: ANTI-IG HRP (RKL Rockland 
Immunochemicals, Inc.) を 1,000 倍希釈したものを用いて室温で 30 分間二次抗体反
応を行った。二次抗体反応後、PBST を用いて 10 分間の洗浄を 4回行った。抗原の検
出はChemi-Lumi One (ナカライ) で行い、バンドの検出は ImageQuant LAS4000 (GE
ヘルスケア・ジャパン) を用いて行った。また、ローディングコントロールとして、
Histone H2B (AO090020000006) N末端ペプチド (CKAAEKKPSTGGKAPAGGKA) 







 Anti-cMyc Antibody Beads (WAKO製) をボルテックスし、バイアル中のビーズを均
一にした後、1.5 ml エッペンドルフチューブに先端を切ったチップで Anti-cMyc 
Antibody Beads 20 μlを分注した。4°C、8,000 rpmで 30秒遠心し、氷上で 2分間静
置後、上清を除去した。氷冷した PBSを 400 μl加え、ボルテックスにてよく混和した
後に 4°C、8,000 rpmで 30秒遠心し、上清を除去する操作を 2回繰り返した。これに
400 μlの PBSを加え、洗浄済みの Anti-cMyc Antibody Beadsとした。 
 
3-2-6-2 共免疫沈降 (Co-IP) 
 3-2-2 に従い、液体窒素にて凍結破砕した菌体を懸濁した Extraction buffer の上清
400μl を 3-2-6-1 で調製した洗浄済み Anti-cMyc Antibody Beads に加えた。4°Cで 2
時間以上ローテートした後、4°C、8,000 rpm、30秒遠心し、上清を除去した。これに
氷冷した PBS 1 mlを加え、ボルテックスにて混和した後、4℃、8,000 rpm、30秒遠
心し、上清を除去する操作を 4回繰り返した。2×SDS Sample buffer［100 mM Tris-HCl 
(pH6.8)、20% glycerol、2% SDS、0.2% BPB］を加え、3分間煮沸することで Anti-cMyc 
Antibody Beadsに結合しているタンパク質を解離させた。室温、15,000 rpm、30秒遠
心後、上清 47.5 μlに 2-Mercaptoethanol 2.5 μlを加え、3分間煮沸することで SDS化
を行い、ウエスタンブロット解析に供した。 
 
3-2-7  Phos-tag○R  SDS-PAGE 
Phos-tag○R  SDS-PAGE は Laemmli の方法 (Laemmli, 1970) および和光純薬工業
の Phos-tag○R  SDS-PAGE ガイドブック (第 4 版 2016 年 3 月発行) を参考に、アクリ
ルアミド 9% 分離ゲル［30％ アクリルアミド溶液 3.00 ml、1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 
2.50 ml、5.0 mM Phos-tag  (Phos-tag○R  Acrylamide AAL-107) 100 µl、10 mM MnCl2 
Solution 75 µl、10％ SDS 100 μl、10% APS 50 μl、TEMED 10 μl、Milli-Q 4.175 ml］、
4.5% 濃縮ゲル(20％ アクルアミド溶液 1.05 ml、0.5 M Tris-HCl 1.75 ml、10％ SDS 
70 μl、10% APS 70 μl、TEMED 7 μl、Milli-Q 4.06 ml) を用いて行った。タンパク質
量が 10 μl になるように調整し泳動を行った。分子量マーカーは Precision Plus 






































 N 末端欠損 Hsp70 または Hsp90 の C 末端に cMyc タグを付加したプラスミド 
(pUSC- hsp70cmycΔN、pUSC- hsp90cmycΔN) をΔligD::ptrA株に導入することで、
染色体上に hsp70cmyc と hsp70ΔC または hsp90cmyc と hsp90ΔC が存在する株 
(Hsp70cMyc 発現株、Hsp90cMyc 発現株) を取得した (Fig. 3-2)。さらにこれら株に
pNT-3FLAG-malR を niaD locus で組み込むことで 3FLAG-MalR、Hsp70cMyc また
は 3FLAG-MalR、Hsp90cMyc共発現株 (3FM7M株、3FM9M株) を取得した  (Fig. 
3-3)。 
 3FM7M株、3FM9M株の分生子 1×107個を 200 ml三角フラスコ中の 1% カザミ
ノ酸を炭素源とした CD 培地 50 ml に植菌した。30°C、120 rpm で 24 時間培養後、
DDWまたは 50%マルトース、50%グルコースを 1 ml (終濃度 1%) 加え、0、60分後
にオートピペッターを用いて、経時的に菌体を培地ごと回収した。これら菌体を用いて
方法 3-2-5、3-2-6 に従って共免疫沈降、ウエスタン解析を行った。その結果、マルト






用はその時点ではほぼ消失した (Fig. 3-5)。 
 
3-3-2 NLS に変異導入した 3FLAG-MalR と Hsp70-cMyc、Hsp90-cMyc 間の相互作
用解析 
第 2 章において NLS1 および NLS2 両方への変異導入が MalR 核局在化の喪失をも
たらしたことから、 2-2-3 に従って 3FLAG-MalR の NLS へ変異導入した
FLAG-MalRNLS1/2m発現株を取得し、MalRNLS1/2mとシャペロン複合体との相互作用につ
いて観察した。FLAG-MalRNLS1/2mは、FLAG-MalRと同様に誘導基質非存在下でHsp70
および Hsp90 との相互作用が見られた (Fig. 3-6)。両シャペロンタンパク質との相互
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作用はマルトース添加後 10 分までは観察されたが、FLAG-MalR よりわずかに早い添
加後 20分で Hsp90との相互作用が失われた。対照的に、Hsp70との結合は添加後 60
分後まで保持され、その後 90 分で失われた。一方、非誘導条件下では、グルコース添
加後 120 分間の段階でも MalR と Hsp70 および Hsp90 両シャペロンタンパク質との
相互作用が観察された (Fig. 3-7)。 
 
3-3-3  sGFP-MalRおよび sGFP-MalRNLSmのリン酸化解析 
3-2-7 に従い Phos-tag○R  SDS-PAGE によって sGFP-MalR および sGFP-MalRNLSm
発現株のリン酸化解析を行った。sGFP-MalR 発現株ならびに sGFP-MalRNLS1m、
sGFP-MalRNLS2m、sGFP-MalRNLS1/2m発現株の分生子 2×107個を 500 ml三角フラスコ
中の 1%カザミノ酸を炭素源とした CD培地 100 mlに植菌した。30°C、120 rpmで 24
時間培養後、10 mMチアミン 100 μl (終濃度 10 μM) と 50% マルトース 2 ml (終濃度
1%) を添加し、添加 1 時間後にオートピペッターを用いて菌体を培地ごと回収した。























る細胞内 α-グルコシダーゼ (MalT) の制御を担っている。MalPおよびMalTをコード
する遺伝子は、amyR遺伝子と同様に構成的に発現しているMalRをコードする遺伝子
malRと共にMALクラスターを構成している (Hasegawa et al., 2010)。このことから、
MalRは非誘導条件下で不活性であり、誘導基質依存的に活性化することが示唆されて
いる。MalRのカウンターパートである S. cerevisiaeのMal63は、活性化経路におい
て Ssa1 / Hsp70およびHsp82 / Hsp90シャペロンと複合体を形成することが報告され











細胞内局在の影響をほとんど受けないことも明らかになった (Figs. 3-6, 3-7, 3-8)。
sGFP-MalRは誘導基質であるマルトース存在下でリン酸化修飾を受け活性化すると予




Mal63の場合、Mal63は非誘導条件下でまず Ssa1 / Hsp70と初期複合体を形成し、
次にシャペロン補助因子である Sti1 / Hopを介して Hsp82 / Hsp90を複合体に結合さ
せることで安定した中間複合体を形成する (Ran et al., 2008, 2010)。誘導基質である
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マルトースの存在下では、Ssa1 / Hsp70および Sti1 / Hopが中間複合体から遊離され、
Mal63および Hsp82 / Hsp90からなる最終複合体となる。これは DNA結合および転
写活性化能を有する活性型である。一方、MalR では非誘導条件下ですでに Hsp70、
Hsp90と複合体を形成していることが示された。また、誘導基質依存的に Hsp90が最
初に複合体から解離し、次いで Hsp70 が解離することが示された (Fig. 3-9)。このよ
うなシャペロンの解離過程、特に MalR の活性化経路において Hsp90 シャペロンが解
離するプロセスは、Mal63で観察されたものとは明らかに異なるものであった。 また、
Hsp70および Hsp90シャペロンが関与するMalR活性化機構は、酸素感知転写因子で
ある酵母 Hap1 で観察されたものとも異なっている。Hap1 では、最初に Hsp70 およ
びそのシャペロン補助因子と不活性型の複合体を形成し、誘導基質であるヘムが結合す
ることでコンホメーション変化が起き、Hsp90 と結合することによって活性複合体を




現がマルトース添加の 10 分後に検出されることが分かっているが (Fig. 2-4) (Suzuki 
et al., 2015)、本実験ではこの段階ではまだHsp70、Hsp90のいずれとも相互作用が認
められた (Fig. 3-4)。これは、Co-IP解析によるタンパク質-タンパク質相互作用を検出




et al., 2015)、NLS変異体を用いた Co-IP解析により、シャペロン複合体の形成は細胞
内局在部位の違いに関わらず起こることが示された。 
malP および malT の発現レベルはマルトース添加後 25〜30 分ほどで最も高くなる
ことが分かっているが (Suzuki et al., 2015)、これはほとんどの MalR タンパク質が
Hsp90から解離したタイミングとほぼ一致していた。一方、Hsp70についてはHsp90
より後に MalR から解離することが明らかになったものの、Mal63 および Hap1 にお
いて Hsp70 がリプレッサーとして機能するとの推論もあり、MalR の転写活性化にお







































Mal63               MGIAKQSCDCCRVRRVKCDRNKPCNRCIQRNLNCTYLQPLKK--- 
MalR            ---PRPRVHKACDACGRRKVRCNGQQRCQQCEHMGLVCTYTDNRLA--- 




Mal63               MGIAKQSCDCCRVRRVKCDRNKPCNRCIQRNLNCTYLQPLKK--- 
AmyR            ---PEKPPKQACDNCRRRKIKCSRELPCDKCQRLLLSCSYSDVLRR--- 




MalR            ---PRPRVHKACDACGRRKVRCNGQQRCQQCEHMGLVCTYTDNRLA--- 
AmyR            ---PEKPPKQACDNCRRRKIKCSRELPCDKCQRLLLSCSYSDVLRR--- 




Fig. 3-1. The alignment of Zn(II)2Cys6 DNA binding motif of Mal63 and MalR (A) ,  
Mal63 and AmyR (B) , AmyR and MalR (C) by using software “Clustal W”  
(http://www.genome.jp/tools/clustalw/).  
An asterisk indicates the residue which has a fully conserved residue, a colon 
indicates the residue conserved among the following 'strong' groups is fully 
conserved: STA, NEQK, NHQK, NDEQ, QHRK, MILV, MILF, HY, FYW, and a 
period indicates the residue conserved among the following 'weaker' groups: CSA, 
ATV, SAG, STNK, STPA, SGND, SNDEQK, NDEQHK, NEQHRK, FVLIM, and 
















       hsp70      cmyc       ampr            sC         hsp70ΔN 
 







       hsp90      cmyc       ampr            sC         hsp90ΔN 
 
                                                       Hsp90cMyc strain 
 
Fig. 3-2. Construction of Hsp70cMyc (A) or Hsp90cMyc (B) expression strain. 
 
 









ΔligD::ptrA Genome X 
pUSC- hsp90cmycΔN 
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Fig. 3-4. Interaction analysis of 3FLAG-MalR and Hsp70-cMyc, Hsp90-cMyc under 
the non-induced conditions and induced conditions (maltose 1%) by 

















Fig. 3-5. Interaction analysis of 3FLAG-MalR and Hsp70-cMyc, Hsp90-cMyc under 
the conditions containing 1% glucose or isomaltose by immunoprecipitation 





Fig. 3-6. Interaction analysis of 3FLAG-MalRNLS1/2m and Hsp70-cMyc, 
Hsp90-cMyc under the induced conditions by immunoprecipitation 





Fig. 3-7. Interaction analysis of 3FLAG-MalRNLS1/2m and Hsp70-cMyc, Hsp90-cMyc under 
the non-induced conditions  by immunoprecipitation using Anti-FLAG 











1. sGFP-MalR non-induced 


















 1% maltose 1 h 
9. sGFP-MalR
NLS1/2m
 1% glucose 1 h 























Fig. 3-9. Model for the regulation of A. oryzae MalR by molecular chaperones. 
The figure is depicted based on the model of the yeast Mal63 (Ran et al., 
2008). Interaction of the co-chaperone Sti1/Hop with the 
MalR-Hsp70/90 complex has not yet been elucidated. 
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AmyR が誘導基質の有無に関わらず Hsp70、Hsp90 と複合体を形成していることが分
かっているが (鈴木修士論文 2014)、第 3章において、MalRは誘導基質非存在下では、
細胞内の局在に関係なく Hsp70、Hsp90 と複合体を形成していることが明らかになっ
た。これらの知見から、麹菌のマルトース存在下でのアミラーゼ生産機構は、MalRの




②核内で Hsp70、Hsp90 とシャペロン複合体を形成している MalR がリン酸化以外の
何らかの翻訳後修飾を経て活性化する。 
③その過程で、誘導基質依存的に MalR シャペロン複合体からはじめに Hsp90、次い
で Hsp70が解離する (Sti1/Hopについては不明)。 
④シャペロンタンパク質が解離することにより MalR が活性化するが、この活性化は
AmyRに先行して起こる。 












することが分かっている (Battaglia et al., 2011)。しかし、アミラーゼ生産のような 1
つのプロセスにおいて MalR と AmyR という独立した制御機構を有する 2 種類の転写
因子がリレー式に関わっているという報告は少なく、本解析は遺伝子発現制御の観点か






MalR と Hsp70、Hsp90 との複合体形成を見出すことができた。さらに本解析では、





誘導することが明らかになったこと、また A. nidulans AmyRを導入した麹菌組換え株 




AmyR 固有の性質ではなく AmyR を発現する細胞に起因する要素が大きく関わってい
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